Effects of celular thermotolerance on radiofrequency lesions in the rat myocardium by Santos, Luis Felipe Neves dos
  






EFEITOS DA TERMOTOLERÂNCIA CELULAR NAS LESÕES  







Tese apresentada à Universidade 
Federal de São Paulo para obtenção 




















EFEITOS DA TERMOTOLERÂNCIA CELULAR NAS LESÕES 







Tese apresentada à Universidade 
Federal de São Paulo para obtenção 










































Dos Santos, Luís Felipe Neves 
 
EFEITOS DA TERMOTOLERÂNCIA CELULAR NAS LESÕES POR RADIOFREQÜÊNCIA NO 
MIOCÁRDIO DE RATOS / Luís Felipe Neves Dos Santos. -- São Paulo, 2012. 
xi, 76f. 
Tese (mestrado) Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal 
de São Paulo, Programa de Pós-Graduação em Cardiologia. 
 
EFFECTS OF CELULAR THERMOTOLERANCE ON RADIOFREQUENCY LESIONS IN THE 





UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE MEDICINA 






Prof. Dr. Guilherme Drummond Fenelon Costa 
 
 
Chefe do Departamento de Medicina:  
Prof. Dr. Reinaldo Salomão 
 
 
Chefe da Disciplina de Cardiologia: 
Prof. Dr. Angelo Amato Vincenzo de Paola 
 
 
Coordenador do Programa de Pós-Graduação: 







































A Deus pelas oportunidades. 
À esposa Gisele, pela abdicação, cooperação e doação durante o 
período que nos exigiu muitas mudanças. 
Pai, mãe, Marcio, Paulo, Laura, Nadja e sobrinhos que, mesmo 
distantes, sempre se fizeram presentes. 
À família de Mogi que me acolheu nesses novos anos em São 
Paulo. 
Ao Prof. Guilherme Fenelon, pela incansável tarefa de ensinar. Por 
ter me acolhido no laboratório e ter feito da UNIFESP-EPM minha segunda 
casa. 
Às amigas/colegas Mieko Okada, Thaís Nascimento, Fernanda Mota 
e Alais Silva, sempre preocupadas em me auxiliar na condução dos trabalhos. 
Aos amigos do laboratório de Fisiopatologia Cardiovascular: Prof. 
Tucci, Ednei Antonio, Andrey Serra, Jairo Montemor, Camila Piccolo, Danilo 
Bocalini. As orientações foram fundamentais para a conclusão deste trabalho. 
Aos amigos do laboratório de Genética e Cardiologia Molecular do 
Instituto do Coração-INCOR: Gabriela Venturini, Rafael Dariolli, Juliana 
Nakamuta, Marcio Chaves e Ana Paula Carneiro. Além de amizade, colhi bons 
resultados científicos com vocês.  
Aos patologistas que auxiliaram na orientação do estudo e na leitura 
das lâminas, Dr. Sérgio Araújo e Dra. Vera Aiello. 
Ao amigo Roberto Gianicchi, por todo o auxílio durante os tempos de 
pesquisa. 
Às secretárias da disciplina de Cardiologia da Unifesp-EPM, em 
especial Christina, por todo o suporte despendido nesses anos. 






























Este protocolo teve apoio financeiro da FAPESP (Bolsa de Mestrado para Luís 









DEDICATÓRIA ................................................................................................... v 
AGRADECIMENTOS ......................................................................................... vi 
RESUMO............................................................................................................ x 
1. INTRODUÇÃO ............................................................................................... 1 
1.1.  Ablação por radiofrequencia e seus efeitos tardios ................................ 1 
1.2. Extensão tardia da lesão por RF ............................................................. 2 
1.3. Biofísica da ablação por radiofrequência ................................................. 3 
1.4 Modulação das lesões por RF .................................................................. 4 
1.5 Termotolerância ........................................................................................ 5 
1.6 Ablação por RF e apoptose ...................................................................... 6 
1.7 Hipótese .................................................................................................... 8 
2. OBJETIVOS ................................................................................................... 9 
3.0 MATERIAIS E MÉTODOS .......................................................................... 10 
3.1 Subdivisões dos animais ........................................................................ 10 
3.2 Preparo experimental.............................................................................. 11 
3.2.1 Anestesia ......................................................................................... 11 
3.2.2 Choque térmico ................................................................................ 11 
3.2.3 Western Blotting ............................................................................... 12 
3.3 Protocolo de Ablação .............................................................................. 13 
3.3.1 Preparação ....................................................................................... 13 
3.3.2. Pós-ablação .................................................................................... 14 
3.4. Estudo morfofuncional por ecocardiograma .......................................... 14 
3.5. Análise macroscópica das lesões .......................................................... 14 
3.6. Análise histológica das lesões ............................................................... 15 
3.7. Investigação de apoptose ...................................................................... 15 
3.7.1. Ensaio do TUNEL............................................................................ 16 
3.7.2. Imunohistoquímica .......................................................................... 16 
3.8.  Análise estatística ................................................................................. 17 





4.1. Choque térmico ..................................................................................... 18 
4.2. Ablação por radiofrequencia .................................................................. 18 
4.3. Análise macroscopic .............................................................................. 19 
4.4. Análise histopatológica .......................................................................... 20 
4.5. Ensaio de TUNEL .................................................................................. 21 
4.6. Imunohistoquímica ................................................................................. 21 
4.7. Western Blotting – BAD ......................................................................... 22 
4.8. Ecocardiografia ...................................................................................... 22 
5. DISCUSSÃO ................................................................................................ 23 
5.1 Implicações clínicas ................................................................................ 28 
6. LIMITAÇÕES ................................................................................................ 30 
7. CONCLUSÃO ............................................................................................... 31 
8. ANEXOS ...................................................................................................... 32 
9. REFERÊNCIAS ............................................................................................ 42 










Os efeitos tardios da radiofrequencia (RF) parecem estar relacionados à 
extensão da lesão. Avaliamos os efeitos da indução da termotolerância nas 
lesões por RF e a ocorrência de apoptose agudamente na periferia das lesões 
na parede livre do ventrículo de ratos. Métodos: Dois grupos foram avaliados: 
grupo tratado (GT,n=22) submetido a choque térmico por (420C ± 0,5°C por 10 
min.) e (GC, n=22) e grupo controle (GC) (37,5-38ºC por 10 min.). Após 48 
horas, os ratos foram submetidos aplicação RF (12 Watts; 10 segundos) na 
parede livre do VE. Após 2 horas, 10 ratos de cada grupo foram sacrificados as 
lesões mensuradas macroscopicamente e histologicamente e após 4 semanas 
realizou-se ECO em ambos os grupos (N=24) e os corações retirados e 
analisados macroscópica e histologicamente. Outros 30 ratos, não submetidos 
a choque térmico, 2 horas após a ablação foram sacrificados e os corações 
preparados para avaliação de apoptose pela técnica de TUNEL (TdT-mediated 
dUTP Nick End-Labeling), imunohistoquímica (IHQ) com anticorpo pró-
apoptótico anti-BAD, Anti-Caspase 3 (n=18) e Western Blotting (WB) anti-BAD 
(n=12). Não houve diferença entre os grupos agudos nas dimensões das 
lesões nos eixos transversal (GC 11,1 ± 0,9 mm vs. GT 11,1 ± 1,4mm, p=NS), 
longitudinal (GC 9,0 ± 0,6 mm vs. GT 9,5 ± 1,0mm, p=NS), profundidade (GC 
1,4 ± 0,4mm vs. GT 1,4 ± 0,2 mm, p=NS) e área (GC 17± 1mm2 vs. GT 
19±1mm2, p=NS) e na histologia, caracterizada por fibrose bem demarcada. 
Quanto aos grupos crônicos, os achados nos eixos transversal (GC 11 ± 





1,0mm, p=NS), profundidade (GC 1,4 ± 0,4mm vs. GT 1,4 ± 0,2mm, p=NS) e 
área (GC 17 ± 1mm2 vs. GT 19 ± 1mm2, p=NS) não diferiram entre os grupos, 
tampouco as análises do diâmetro sistólico ventricular esquerdo (DSVE) (GC 
6,4 ± 0.4mm  vs. GT 6,3± 0,3mm p=NS), diâmetro diastólico ventricular 
esquerdo (DDVE) (GC 4,9 ± 0,4mm vs. GT 4,6 ± 0,4mm p=NS) e a fração de 
ejeção (FE) (0.66 ± 0.04% vs. 0.67 ± 0.02% p=NS). Nos animais submetidos ao 
TUNEL houve marcação sugerindo apoptose. No entanto, as análises de IHQ, 
Western Blotting (BAD) foram negativas. Conclusão: A indução da 
termotolerância não reduz o tamanho e o remodelamento da lesão por RF no 
miocárdio de ratos e a ablação por RF não induz apoptose no miocárdio 

















1.1.  Ablação por radiofrequencia e seus efeitos tardios 
 
 A ablação por energia de radiofreqüência (RF) é um método 
amplamente estudado e utilizado na terapia não farmacológica de diversas 
arritmias, como taquicardia por reentrada nodal (TRN) e vias acessórias1-2. 
Entre os fatores que contribuem para essa ampla aceitação são a eficácia e 
segurança do método, tendo em vista que uma população significativa de 
pacientes submetidos à ablação por RF é constituída por pacientes jovens, 
inclusive pediátricos3. 
 Porém, à proporção que a técnica se tornou mais aplicável e difundida, 
autores relatam que os efeitos da RF no miocárdio podem não se limitar à 
duração da liberação de energia ao tecido2. Os efeitos tardios são 
conhecidos3,4,5, podendo ocorrer de horas a meses após o procedimento, tanto 
por desaparecimento de condução de vias acessórias (efeito benéfico) ou 
bloqueio atrioventricular tardio após ablação de TRN (efeito maléfico). Várias 
publicações têm abordado o tema, mas ainda não se conhece ao certo os 
mecanismos responsáveis e a identificação de marcadores que possam prever 
a sua ocorrência6,7,8,9. Os efeitos ocorrem de maneira mais significativa na 
ablação das taquicardias originadas no nódulo atrioventricular e de vias 
acessórias em proximidade a estruturas críticas, como nódulo atrioventricular e 





 Essa questão ilustra a necessidade de se compreender os mecanismos 
responsáveis pelo desenvolvimento dos efeitos tardios por RF para delinear 
estratégias capazes de minimizar sua ocorrência. 
 
1.2. Extensão tardia da lesão por RF  
 
 A lesão por RF é, em sua essência, de natureza térmica4,10 e repercute 
no tecido como necrose coagulativa. Apesar de ainda obscuros, os efeitos 
tardios da RF parecem estar relacionados ao crescimento da lesão durante a 
sua cicatrização. A resposta inflamatória, por exemplo, pode estender a lesão 
levando-se em conta os efeitos de fibrogênese. O processo de reparação 
tecidual ocorre a partir da margem da área acometida em sentido ao sítio 
central, havendo substituição progressiva de tecido necrosado por fibrose6. 
Como a RF produz aquecimento resistivo do tecido miocárdico de 0,5mm a 
0,8mm da superfície do eletrodo, há a possibilidade de acometimento da 
microvasculatura ao redor da lesão, interferindo no período de cicatrização e 
também estendendo a lesão além da região da necrose7,11. Em alguns casos a 
lesão pode ser progressiva (conduzindo o curso da necrose) ou transitória, 
levando à restauração da perfusão regional e restabelecimento da função 
eletrofisiológica ou ainda levando a danos ultraestruturais no miocárdio na área 











1.3. Biofísica da ablação por radiofrequência 
 
 A RF é uma corrente alternada que ao passar pelo tecido gera calor. 
Portanto, a lesão por RF é fundamentalmente térmica4,10 causando necrose 
coagulativa. Após 30-60 segundos de aplicação, a temperatura do tecido 
alcança seu valor máximo e há um fluxo de calor constante do eletrodo ao 
tecido (equilíbrio térmico). O aquecimento na interface eletrodo-tecido pode ser 
separado em aquecimento resistivo direto e um processo secundário, de 
aquecimento por condução12. O aquecimento resistivo é o processo no qual a 
corrente elétrica que flui através de um material dissipa energia nesse material, 
gerando calor. Aproximadamente 90% de toda a potência aplicada ao tecido 
são absorvidos no primeiro 1-1,5mm da superfície a partir do eletrodo. A área 
adicional a esta, é aquecida por condução de calor gerado nessa área de 
aquecimento resistivo. Portanto, o aquecimento resistivo começa 
imediatamente após a aplicação da energia, enquanto no aquecimento por 
condução a transferência de calor é relativamente lenta. O aquecimento 
condutivo produz a maior parte da lesão por RF.  
 Como durante a aplicação de energia de RF o aquecimento do tecido 
decai à medida que se aumenta a distância da ponta do cateter, células de 
regiões periféricas à área necrosada podem sofrer aquecimento insuficiente 
(temperatura tissular entre 45°C e 50°C) para causar necrose aguda, mas 
bastante para provocar dano celular. Nessa área de transição, muitas células 
se recuperam completamente, mas outras evoluem para necrose e posterior 







1.4 Modulação das lesões por RF 
 
 Como o processo inflamatório parece contribuir significativamente para a 
extensão tardia da lesão, nosso grupo formulou a hipótese de que uma 
associação de corticosteróides e antioxidantes poderia ser eficaz na prevenção 
da ocorrência da extensão da lesão3 no miocárdio canino. Esse trabalho 
mostrou que o tratamento atenuou o dano ultraestrutural na periferia da lesão 
por RF. Seguindo o mesmo raciocínio, o grupo também publicou recentemente 
que os corticosteróides atenuaram o crescimento tardio nas lesões de RF na 
coxa de ratos filhotes e púberes13. No entanto, o estudo foi conduzido no 
musculo esquelético de ratos e necessitou ser validado no miocárdio.  
 Nessa vertente, demonstramos também que lesões por RF em 
miocárdio de suínos filhotes revelaram crescimento tardio e invasão do 
músculo normal por intensa proliferação de colágeno. No entanto, o tratamento 
com corticosteróides não reduziu o tamanho das lesões, mas alterou a 
qualidade das cicatrizes, modulando a proliferação fibrótica14 .  
 Portanto novas formas de cardioproteção devem ser investigadas 
visando atenuar os efeitos tardios da ablação por RF. Nesse aspecto, reforçar 
mecanismos endógenos de autopreservação é uma estratégia promissora para 
proteção miocárdica15.  
 Dado o caráter térmico da lesão por RF, uma estratégia terapêutica pode 
ser postulada visando aumentar a resistência celular a elevações de 









 A termotolerância é foco de investigações nos últimos anos devido a sua 
habilidade em diminuir a vulnerabilidade celular à hipertermia, mediada pelas 
proteínas de choque térmico (HSP)18. Embora originalmente identificadas 
baseando-se em sua indução após temperaturas elevadas (aproximadamente 
5ºC acima da temperatura corporal normal), pode-se desencadear tais 
respostas também por vários estímulos potenciais que possam causar qualquer 
lesão à célula19,20. Essas proteínas estão presentes fisiologicamente e podem 
ser induzidas em todas as espécies animais, são categorizadas em várias 
famílias que são nomeadas de acordo com o peso molecular aproximado, 
variando de 10 a 150 kDa (por exemplo, a HSP70 tem 70kDa)21,22. Acredita-se 
que o processo de indução seja iniciado pelo estímulo de receptores ligados à 
membrana, por alterações em propriedades físicas da membrana celular ou em 
alterações intracelulares ocasionadas pela variação de temperatura23. 
 Sabe-se que o estresse térmico afeta de forma negativa a organização 
de várias estruturas celulares: o complexo de Golgi sofre ruptura e é 
desfragmentado; a mitocôndria sofre alterações em sua conformação e 
funcionamento; porém tais efeitos celulares podem ser reversíveis desde que a 
distribuição de HSPs gradualmente seja lançada e o estresse desapareça23. 
Nos últimos anos, interesse considerável tem crescido na relação entre 
resposta de choque térmico e proteção miocárdica24. De fato, uma série de 
publicações tem identificado uma ligação entre a resposta de choque térmico e 





efeitos da termotolerância na cicatrização das lesões por RF ainda não foram 
avaliados. 
 Vários métodos são utilizados na indução sistêmica de termotolerância, 
tais como uso de cobertor térmico, lâmpadas aquecedoras e câmara de 
infravermelho25,27,28. Outro método bastante utilizado na indução de hipertermia 
é o banho-maria de corpo inteiro em ratos, sendo que elevar a temperatura 
interna dos animais a 42ºC ± 0,2ºC por 15 a 20 minutos é o suficiente para se 
ativar a resposta protéica29.  
 Diversos autores induziram sistemicamente estresse térmico e 
demonstraram redução do remodelamento em coração de ratos infartados, 
demonstrando os efeitos benéficos da indução de termotolerância15,21,27,29,30. 
Assim, a indução de termotolerância poderia elevar a resistência celular a 
temperaturas altas, transformando estas de letais a subletais15. O potencial 
para a aplicação clínica da termotolerância gerou interesse em explorar estes 
mecanismos para desenvolver estratégias terapêuticas que possam realçar a 
tolerância miocárdica à lesão por energia de RF nos pacientes com arritmias  
 
1.6 Ablação por RF e apoptose 
 
 Os mecanismos responsáveis pela extensão tardia da lesão por RF 
ainda não foram completamente elucidados. A lesão por RF é, por essência, 
necrose coagulativa por aquecimento tecidual. Há várias formas de se 
desencadear morte celular, e a hipertermia é uma delas. A lesão térmica 
causada pela ablação pode provocar aquecimento em tecidos adjacentes ao 





sofrer necrose aguda, mas outras, mais distantes da ponta do cateter, sofrem 
aquecimento mais brando que, devido ao estímulo térmico, poderia 
desencadear o processo de morte celular programada, ou apoptose. Enquanto 
na necrose o processo de morte celular é abrupto, com lesão de estruturas 
vitais como membrana plasmática e nuclear, na apoptose o processo é 
diferente. A apoptose, como um ensaio biológico lento de morte celular 
programada, ocorre após ativação de vias celulares que, em cascata, levam à 
fragmentação do DNA, involução celular e fagocitose31. Como a membrana 
celular permanece intacta neste processo, não há extravasamento do citosol no 
meio intercelular, fator esse que justifica a ausência de inflamação neste 
processo de morte celular32.  
 A presença de apoptose na periferia da lesão por radiofreqüência foi 
descrita em suínos, tanto no tecido hepático como no miocárdio33,34. No 
entanto, ambos os grupos demonstraram tais achados com base na técnica de 
TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End-Labeling), sabidamente pouco precisa, 
uma vez que pode refletir dano inespecífico ao DNA, deixando em aberto se a 
lesão por RF promove apoptose no miocárdio. 
 De acordo com as diretrizes de 200935, recomenda-se que, além do 
TUNEL, outros métodos sejam utilizados para diagnóstico de apoptose em 
tecidos. Métodos pouco onerosos e vastamente disponíveis em laboratórios, 
como Imunohistoquímica e Western Blotting para proteínas pró-apoptóticas, 
microscopia eletrônica e histologia devem ser utilizados para validar os 
resultados obtidos pelo TUNEL.  
 Uma melhor compreensão dos processos físicos que ocorrem durante a 





e decidimos estudar apoptose na lesão por RF por ser um mecanismo 




 Uma vez que a lesão por RF é térmica por natureza, formulamos a 
hipótese de que a indução de termotolerância, elevando a resistência celular e 
transformando temperaturas letais a subletais, seria capaz de reduzir o 
tamanho da lesão por RF. Como a apoptose tem sido descrita na periferia de 
lesões por RF, adicionalmente estudamos a possibilidade desse processo de 
morte celular estar envolvido na gênese da extensão tardia da lesão. Assim, 
poderia ser uma nova opção para se tentar limitar a área miocárdica lesionada 
e compreender os possíveis mecanismos dos efeitos tardios da ablação por 
RF. 
 Para testar essa hipótese, utilizamos o modelo de ablação por 
radiofrequência no ventrículo esquerdo de ratos, desenvolvido em nossa 
instituição conforme descrito anteriormente36. Esse modelo foi desenvolvido 
inicialmente com o objetivo de induzir insuficiência cardíaca semelhante à 
provocada pela ligadura da artéria coronária descendente anterior, que é o 
modelo clássico, porém com menor mortalidade e lesões miocárdicas (tamanho 
do infarto) mais reprodutíveis. No entanto, no presente protocolo tivemos 
cautela em reduzir o tempo de aplicação de radiofrequência, minimizando o 









 1. Analisar se a indução de termotolerância celular reduz o tamanho das 
lesões causadas por energia de RF na parede livre do ventrículo esquerdo de 
ratos. 
 2. Entre os possíveis mecanismos da extensão da lesão, investigar a 




1. Como neste modelo de ablação em ratos há desenvolvimento de 
insuficiência cardíaca semelhante à produzida por oclusão coronariana, 
avaliamos os efeitos da termotolerância no remodelamento ventricular.
